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Detection de bacteries du genre Listeria selon des techniques d' hvbridation de 
sondes nucleiques 

La presente invention concerne le domaine des techniques de detection et/ou 
5 d'amplification, a 1'aide de sondes ou d'amorces oligonucleotidiques, et leur application a la 
recherche de la presence ou a Tidentification de bacteries du genre Listeria. 

Les Listeria sont des bacteries Gram + appartenant a la famille des Listeriaceae, 
qui est subdivisee en deux genres : le genre Listeria et le genre Brochothrix (Collins et al., 
1991, International Journal of Systematic Bacteriology, 41, 240-246). Le genre Listeria 
10 regroupe les especes bacteriennes suivantes : Listeria monocytogenes. Listeria innocua. 
Listeria see U gen < Listeria welshimeri. Listeria ivanovii. Listeria murrayi et Listeria grayi. 
Seule l'espece Listeria monocytogenes presente un pouvoir pathogene pour rhomme. Cette 
espece est notamment responsable chez rhomme de pathologies severes telles que des 
meningoencephalites, septicemics ou avortements. Parailleurs, depuis 1981, l'espece Listeria 
1 5 monocytogenes est reconnue comme agent responsable de plusieurs epidemies d'intoxications 
alimentaires, notamment au Canada en 1981, aux Etats Unis de 1983 a 1985, en Suisse de 
1983 a 1987 et tres recemment en France en 1992 et 1993. Le taux de mortalite associe a ces 
epidemies est tres eleve, un tiers environ des cas aboutissant a un avortement ou a un deces. 
II est done important de developper un test de diagnostic bacteriologique 
20 suffisamment specifique et sensible pour permettre une detection rapide et selective de l'espece 
Listeria monocytogenes, utilisable notamment dans I'industrie alimentaire et le diagnostic 
medical. 

Une premiere generation de tests rapides a ete proposee, bases sur la technique de 
cytometric de flux (Donnelly C.W., G.J. Baigent, and E H. Briggs, 1988 : Flow cytometry for 

25 automated analysis of milk containing Listeria monocytogenes ; J. Assoc. Off Anal. Chem.71 : 
655-658) ou sur la methode ELISA ("enzyme-linked immunosorbent assay") (Mattingley J. A., 
BT. Butman, M.C. Planck, R.J. Durham, and B.J. Robinson, 1988 : Rapid monoclonal 
antibody-based enzyme-linked immunosorbent assay for the detection of Listeria in food 
products ; J. Assoc. Off. Anal. Chem. 71 : 679-681). Toutefois, ces techniques ne permettent 

30 que la detection des bacteries appartenant au genre Listeria sans aucune discrimination des 
especes, et notamment de l'espece pathogene Listeria monocytogenes. 
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D'autres techniques de detection par hybridation d'acides nucleiques, utilisant des 
marqueurs genetiques, ont ensuite ete developpees. U a ainsi ete montre que certaines 
sequences d'acides nucleiques sont specifiques de la seule espece L monocytogenes, Ces 
sequences font notamment partie des genes codant pour des determinants de virulence, tels que 
5 la region en aval du gene hfyA (listeriolysine O) (Mengaud J., M.F. Vicente, J. Chenevert, J. 
Moniz-Pereira, C. Geoffroy, B. Gicquel-Sanzey, F. Baquero, J.C. Perez-Diaz, and P. Cossart, 
1988 : Expression in Escherichia coli and sequence analysis of the listeriolysin O determinant 
of Listeria monocytogenes ; Infect. Immun. 56: 766-772) ou le gene iap ("invasion-associated 
protein", encore appelee p60, Kohler S., M. Leimeister-Wachter, T. Chakraborty, F. 
10 Lottspeich, and W. Goebel, 1990 : The gene coding for protein p60 of Listeria monocytogenes 
and its use as a specific probe for Listeria monocytogenes ; Infect. Immun. 58: 1943-1950) 
Toutefois, 1'utilisation de ces marqueurs necessite une etape prealable ^amplification d'acide 
nucleique afin d'obtenir une sensibilite convenable des tests, car chacun de ces genes n'est 
present qu'en monocopie. 
1 5 La preseme invention pallie les inconvenients precedemment cites pour la mise en 

evidence de la presence de bacteries du genre Listeria, et plus particulierement de l'espece 
Listeria monocytogenes, par utilisation d f un marqueur genetique dans un procede de detection 
par hybridation d'acides nucleiques, alliant specificite, sensibilite et rapidite. 

Les ribosomes bacteriens contiennent au moins trois molecules d'ARN distinctes 
20 appelees ARNr 5S, 16S et 23S. Historiquement, ces denominations ont ete choisies par 
reference a leur vitesse de sedimentation, qui est reliee a la taille de ces molecules d'ARN. 

Dans le procede de Tinvention, l'ARN ribosomique (ARNr) des bacteries peut etre 
utilise comme cible. Un des avantages de cette utilisation est que TARNr est retrouve en 
abondance dans toutes les cellules des organismes vivants. 
25 L'utilisation de PARNr 16S de Listeria dans le diagnostic des listerioses a ete decrite 

(voir notamment Wang R.-F.et aL, 1991 : Development of a 16S rRNA-based oligomer probe 
specific for Listeria monocytogenes ; Appl. Environ. Microbiol. 57:3666-3670, les demandes 
de brevet n° EP 3 14 294, n° WO 90/0884 et le brevet des Etats Unis n° US 5 089 386). 

On a maintenant decouvert sur l'ADN codant pour l'ARN ribosomique de la sous-unite 
30 23S des zones variables selon les genres bacteriens, mais qui apparaissent conservees parmi les 
especes appartenant au genre des Listeria^ ce qui permet de discriminer au moins un groupe 
d'especes du genre Listeria d'autres genres ou groupes de genres bacteriens. Par ailleurs, il 
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existe dans lesdites zones conservees parmi les especes du genre Listeria, des variations 
mineures de sequence entre lesdites especes. Ces differents resultats ont permis de concevoir 
des sondes nucleiques specifiques d'especes ou de groupes d'especes de Listeria. 

Avant d'exposer plus en detail Pinvention, differents ternnes utilises dans la description 
5 et les revendications sont definis ci-apres : 

- par "acide nucleique extrait de bacteries" on entend soit l'acide nucleique total, 
soit TARN ribosomique, en particulier TARNr 23 S, soit I'ADN genomique, soit encore l'ADN 
obtenu a partir de la transcription inverse de TARN ribosomique 23 S ; 

- un "fragment nucleotidique" ou un "oligonucleotide" sont deux termes 

10 synonymes designant un enchainement de motifs nucleotidiques caracterise par la sequence 

informationnelle des acides nucleiques naturels (ou eventuellement* modifies) et susceptibles de 
sTiybrider, comme les acides nucleiques naturels, avec un fragment nucleotidique 
complementaire ou sensiblement complementaire, dans des conditions predetermines. 
Uenchainement peut contenir des motifs nucleotidiques de structure differente de celle des 

15 acides nucleiques naturels. Un fragment nucleotidique (ou oligonucleotide) peut contenir par 
exemple jusqu'a 100 motifs nucleotidiques. II contient generalement au moins 10, et en 
particulier au moins 12 motifs nucleotidiques et peut etre obtenu a partir d'une molecule 
d'acide nucleique naturelle et/ou par recombinaison genetique et/ou par synthese chimique, 

- un motif nucleotidique est derive d'un monomere qui peut etre un nucleotide 
o 20 naturel d'acide nucleique dont les elements constitutifs sont un sucre, un groupement 

phosphate et une base azotee ; dans l'ADN le sucre est le desoxy-2-ribose, dans TARN le sucre 
est le ribose ; selon qu'il s'agit d'ADN ou d'ARN, la base azotee est choisie parmi I'adenine, la 
guanine, l'uracile, la cytosine, la thymine ; ou bien le monomere est un nucleotide modifte dans 
Tun au moins des trois elements constitutifs ; a titre d'exemple, la modification peut intervenir 

25 soit au niveau des bases, avec des bases modifiees telles que Tinosine, la methyl-5- 

desoxycytidine, la desoxyuridine, la dimethylamino-5-desoxyuridine, la diamino-2,6-purine, la 
bromo-5-desoxyuridine ou toute autre base modifiee capable d'hybridation, soit au niveau du 
sucre, pas exemple le remplacement d*au moins un desoxyribose par un polyamide (P.E. 
Nielsen et al, Science, 254, 1497-1500 (1991)), soit encore au niveau du groupement 

30 phosphate, par exemple son remplacement par des esters notamment choisis parmi les 
diphosphates, alkyl- et aryl-phosphonates et phosphorothioates. 
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- par "sequence informationnelle", on entend toute suite ordonnee de motifs de 
type nucleotidique, dont la nature chimique et l'ordre dans un sens de reference constituent une 
information analogue a celle donnee par la sequence des acides nucleiques naturels, 

- par "hybridation", on entend le processus au cours duquel, dans des conditions 
5 appropriees, deux fragments nucleotidiques ayant des sequences suffisamment 

complementaires sont susceptibles de s'associer par des liaisons hydrogene stables et 
specifiques, pour former un double brin. Les conditions d'hybridation sont determines par la 
"stringence", c'est-a-dire la rigueur des conditions operators. L'hybridation est d'autant plus 
specifique qu'elle est effectuee a plus forte stringence. La stringence est fonction notamment de 
10 la composition en bases d'un duplex sonde/cible, ainsi que par le degre de mesappariement 

entre deux acides nucleiques. La stringence peut egalement etre fohction des parametres de la 
reaction d'hybridation, tels que la concentration et le type d'especes ioniques presentes dans la 
solution d'hybridation, la nature et la concentration d'agents denaturants et/ou la temperature 
d'hybridation. La stringence des conditions dans lesquelles une reaction d'hybridation doit etre 
1 5 realisee depend notamment des sondes utilisees. Toutes ces donnees sont bien connues et les 
conditions appropriees peuvent eventuellement etre determinees dans chaque cas par des 
experiences de routine. En general, selon la longueur des sondes utilisees. la temperature pour 
la reaction d'hybridation est comprise entre environ 20 et 65°C, en particulier entre 35 et 65°C 
dans une solution saline a une concentration d'environ 0,8 a 1M. 
20 - une "sonde" est un fragment nucleotidique comprenant par exemple de 10 a 

100 motifs nucleotidiques, notamment de 12 a 35 motifs nucleotidiques, possedant une 
specificite d'hybridation dans des conditions determinees pour former un complexe 
d'hybridation avec un acide nucleique cible ayant, dans le cas present, une sequence 
nucleotidique comprise soit dans un ARN ribosomique, soit dans un ADN obtenu par 
25 transcription inverse dudit ARN ribosomique, soit encore dans un ADN (appele ici ADN 

ribosomique ou ADNr) dont ledit ARN ribosomique est le produit de transcription ; une sonde 
peut etre utilisee a des fins de diagnostic (notamment sondes de capture ou de detection) ou a 
des fins de therapie, 

- une "sonde de capture" est immobilisee ou immobilisable sur un support solide 
30 par tout moyen approprie, par exemple par covalence, par adsorption, ou par synthese directe 
sur un support solide (voir notamment la demande de brevet WO 92 10092) 
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- une "sonde de detection" peut etre marquee au moyen d'un marqueur choisi 
par exemple parmi les isotopes radioactifs, des enzymes, en particulier des enzymes 
susceptibles d'agir sur un substrat chromogene, fluorigene ou luminescent (notamment une 
peroxydase ou une phosphatase alcaline), des composes chimiques chromophores, des 

5 composes chromogenes, fluorigenes ou luminescents, des analogues de bases nucleotidiques, 
et des ligands tels que la biotine, 

- une "amorce" est une sonde comprenant par exemple de 10 a 100 motifs 
nucleotidiques et possedant une specificite d'hybridation dans des conditions determinees pour 
{'initiation d'une polymerisation enzymatique, par exemple dans une technique d'amplification 

10 telle que la PCR (Polymerase Chain Reaction), dans un procede de sequence, dans une 
methode de transcription inverse, etc., 

Les sondes selon 1'invention peuvent etre utilisees, a des fins de diagnostic, dans la 
recherche de la presence ou de ('absence d'un acide nucleique cible dans un echantillon, selon 
toutes les techniques d'hybridation connues et notamment les techniques de depot ponctuel sur 

15 filtre, dites "dot-blot" (MANIATIS et al, Molecular Cloning, Cold Spring Harbor, 1982), les 
techniques de transfert d'ADN dites "Southern blot" (SOUTHERN. E.M., J. Mol. Biol., 28, 
503 (1975), les techniques de transfert d'ARN dites "Northern blot", ou les techniques dites 
"sandwich" (DUNN A.R., HASSEL J. A., Cell, 12, 23 (1977)) ; on utilise en particulier la 
technique sandwich, avec une sonde de capture et/ou une sonde de detection, lesdites sondes 

20 etant capables de s'hybrider avec deux regions differentes de 1'acide nucleique cible, et Tune au 
moins desdites sondes (generalement la sonde de detection) etant capable de s'hybrider avec 
une region de la cible qui est specifique de I'espece ou du groupe d'especes recherche, etant 
entendu que la sonde de capture et la sonde de detection doivent avoir des sequences 
nucleotidiques au moins partiellement differentes. 

25 Dans des conditions qui sont precisees dans I'exemple 1 ci-apres, on a determine la 

sequence nucleotidique de l'ADNr correspondant a TARN ribosomique 23 S de deux especes de 
Listeria, ainsi que d f une espece du genre phylogenique immediatement voisin de celui des 
Listeria, a savoir le genre Brochothrix. Cette etude a porte sur les especes L. monocytogenes, 
L. innocua et Brochothrix thermosphacta 

30 On a recherche des regions fortement conseryees pour le seul genre Listeria, permettant 

de le distinguer des autres genres bacteriens. ainsi que des regions variables au sein du genre 
Listeria, et qui permettent done de distinguer plusieurs especes ou groupes d'especes de 
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Listeria. On a ainsi selectionne, en faisant reference a la numerotation de la sequence 
nucleotidique de 1'ARNr 23S de Listeria monocytogenes ATCC 191 15, trois regions 
interessantes, a savoir 664-728. 1 188-1251 et 2209-2275. On a determine les sequences de ces 
memes regions pour differentes souches des autres especes de Listeria ainsi que pour I'espece 
5 Brochothrix campestris. Les resultats de ces differents sequencages sont resumes dans le 
tableau de sequences presente en Annexe. Dans les sequences de ce tableau, le signe * 
represente un site vacant dont la representation est necessaire pour l'alignement des sequences 
en tenant compte de certaines especes possedant a ce site un motif nucleotidique 
supplemental. 

10 Les resultats de ces recherches, c'est-a-dire les alignements de sequences figurant dans le 

tableau en Annexe, ont permis de concevoir des sondes permettant de detecter des groupes 
d'especes ou d'identifier certaines especes du genre Listeria. En choisissant des sondes dans les 
regions conservees chez toutes les especes de Listeria, on peut detecter la presence ou 
l'absence d'au moins une bacterie quelconque du genre Listeria. En utilisant des sondes 
1 5 contenant des zones mutees pour une espece particuliere (par rapport a I'espece de reference, 
ici L. monocytogenes), il est possible de detecter directement la presence d'une telle espece. 
Dans les techniques d'hybridation sandwich, utilisant deux sondes en combinaison (sonde de 
capture et sonde de detection), on utilisera par exemple en combinaison une sonde specifique 
du genre Listeria et une sonde specifique de I'espece consideree. On peut aussi utiliser en 
20 combinaison deux sondes specifiques de ladite espece, lorsqu'elles existent, ces deux sondes 
etant complementaires de regions non chevauchantes de 1'ARNr 23 S de ladite espece. 

Dans d'autres cas (notamment pour Listeria monocytogenes), il n'existe pas de sonde 
unique permettant de caracteriser directement une espece donnee. II est alors possible d'utiliser 
en combinaison deux sondes, (notamment selon la technique d'hybridation sandwich), a savoir, 
25 par exemple : d'une part, une premiere sonde permettant l'hybridation avec 1'ARNr (ou I'ADNr) 
de Listeria monocytogenes et d'une seconde espece de Listeria, et d'autre part, une deuxieme 
sonde capable de s'hybrider avec 1'ARNr ou I'ADNr de Listeria monocytogenes et d'une ou 
plusieurs autres especes de Listeria mais pas de ladite seconde espece. Si on observe une 
hybridation de l'acide nucleique de l'echantillon avec un tel systeme de deux sondes, on peut 
30 conclure a la presence de Listeria monocytogenes 

Comme on l'a indique precedemment, les sondes nucleotidiques de 1'invention peuvent 
etre utilisees dans les methodes classiques d'hybridation. L'acide nucleique a detecter (cible) 
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peut etre de I'ADN (eventuellement obtenu apres amplification) ou de TARN. Dans le cas d'une 
cible nucleique double brin, il convient de proceder a sa denaturation avant la mise en oeuvre 
du procede de detection. L'acide nucleique cible peut etre obtenu par extraction selon les 
methodes connues des acides nucleiques d'un echantillon a examiner. La denaturation d*un 
5 acide nucleique double brin peut etre effectuee par les methodes connues de denaturation 
chimique, physique ou enzymatique, et en particulier par chauffage a une temperature 
appropriee, superieure a 80°C. 

Dans certains cas, la mise en evidence de la presence d'une espece de Listeria donnee 
necessite Tutilisation de sondes permettant la detection d'une mutation ponctuelle. Pour cela, il 

10 convient d'operer avec des sondes d'une longueur (nombre de motifs nucleotidique) 

predetermine^ dans des conditions elles-memes predetermines. D'autres precisions sont 
donnees ci-apres, en faisant reference plus particulierement a la methode d'hybridation 
sandwich qui constitue I'une des methodes d'hybridation les plus pratiques actuellement. Cette 
methode comprend la mise en contact d'une premiere sonde fixee sur un support solide avec 

1 5 une solution contenant l'acide nucleique a analyser, et la mise en contact dudit support avec la 
sonde de detection, ('incubation du melange obtenu, le linkage du support, pour eliminer les 
constituants non fixes sur le support par hybridation specifique, et la detection qualitative ou 
quantitative, a I'aide d'une reaction de revelation du marqueur fixe sur le support, de la sonde 
de detection fixee. La revelation de la presence du marqueur peut etre effectuee par exemple 

20 par colorimetrie, fluorescence ou luminescence. La mise en contact de la sonde de capture avec 
1'echantillon et avec la sonde de detection peut etre effectuee de fa^on sequentielle, 
eventuellement avec linkage intermediate du support. On peut egalement operer par mise en 
contact simultanee ou quasi-simultanee de la sonde de capture fixee sur le support avec une 
solution contenant 1'echantillon et la sonde de detection qui peuvent etre ajoutees sous forme 

25 de melange ou separernent 

Les stades d'incubation et de lavage consecutif, qui constituent les etapes-cles du 
procede d'hybridation sandwich, sont chacune effectuee a une temperature constante qui peut 
etre par exemple comprise dans la gamme mentionnee plus haut (voir les "Definitions"). On 
sait que les hybrides d'acides nucleiques ont une temperature de dissociation qui depend du 

30 nombre de bases hybridees (la temperature augmentant avec la taille de Thybride) et qui depend 
egalement de la nature des bases hybridees et, pour chaque base hybridee, de la nature des 
bases adjacentes. La dissociation des hybrides se produit sur un intervalle de temperature de 
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quelques degres et peut etre facilement determinee, par exemple en spectroscopic U.V.. II est 
possible de determiner experimentalement la temperature de demi-dissociation de 1'hybride 
forme par une sonde donnee avec la cible de sequence complementaire, par de simples 
experiences de routine. La temperature d'hybridation utilisee dans la technique d'hybridation 
5 sandwich doit evidemment etre choisie en-dessous de la temperature de demi-dissociation. Plus 
exactement, on opere a une temperature inferieure a la temperature de demi-dissociation de 
1'hybride le moins stable parmi les deux hybrides que forme la cible avec d'une part la sonde de 
capture et d'autre part la sonde de detection, afin que les deux hybrides soient stables a la 
temperature a laquelle on opere. Une mutation ponctuelle, c'est-a-dire une mutation entrainant 
10 un mesappariement portant sur une seule paire de bases dans 1'hybride, entraine une 

modification, generalement un abaissement, de la temperature de demi-dissociation. En 
utilisant des sondes suffisamment courtes, un tel mesappariement unique peut entrainer un 
abaissement relativement important de la temperature de demi-dissociation, de I'ordre de 
quelques degres. Ainsi, en choisissant, a I'aide d'experiences de routine preambles, une sonde 
15 de longueur appropriee, en operant dans une solution tampon donnee, il est possible de 

determiner une temperature a laquelle il sera possible de n'observer l'hybridation que dans le 
cas ou la sonde est strictement complementaire de la cible. En outre, grace au choix de sondes 
courtes de longueur predeterminee, il est possible de mettre en oeuvre la technique 
d'hybridation sandwich a une temperature unique predeterminee, par exemple 37°C. Pour une 
20 discussion plus detaillee de la technique d'hybridation sandwich avec utilisation de sondes 
courtes, on peut se reporter notamment a la demande de brevet FR-2.663 .040. 

L'invention a done pour objet un oligonucleotique monocatenaire, caracterise par le fait 
qu'il est choisi parmi les oligonucleotides, ayant au moins 12 motifs nucleotidiques, dont la 
sequence est incluse dans 1'une des sequences (aO a (aio) de la liste suivante : 
25 (ai) GGAGCCGTAG CGAAAGCGAG TCTGAATAGG GCGCATAAGT AACAGGTCGT 
AGACCCGAAA CCAGG 
(a 2 ) GGAGCCGTAG CGAAAGCGAG TCTGAATAGG GCGAATAAGT AACAGGTCGT 

AGACCCGAAA CCAGG 
(a?) GGAGCCGTAG CGAAAGCGAG TCTGAATAGG GCGTATGAAG TAACAGGTCG 
30 TAGACCCGAA ACCAGG 

(a*) CCGAAACTGT GGATGAACCT CTTTAGAGGT TCGTGGTAGG AGAGCGTTCT 

AAGG 
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(as) AAACATATTA CCGAAACTGT GGATGAACCT CTTCGGAGGT TCGTGGTAGG 

AGAGCGTTCT AAGG 
(a*) AAACATATTA CCGAAACTGT GGATGAACCT C T T AT AG AGG TTCGTGGTAG 

GAGAGCGTTC TAAGG 
(a?) AAACGTATTA CCGAAACTGT GGATGAACAT CTTCGGATGT TCGTGGTAGG 

AGAGCGTTCT AAGG 
(a 8 ) ACCCTGGCTG TATGACCATT CTAACCCGCC ACGCTTAGCG CGTGGGGAGA 

CAGTGTCAGG TGGGCAG 
(a 9 ) ACCCTGGCTG TATGACCATT CTAACCCACC ACGCTTAGCG CGTGGGGAGA 

CAGTGTCAGG TGGGCAG 
(aio) ACCCTGGCTG TATGACCATT CTAACCCGCC ACGCTAAGCG CGTGGGGAGA 

CAGTGTCAGG TGGGCAG ; 
ainsi qu'un oligonucleotide complementaire dudit oligonucleotide. 

Parmi les oligonucleotides de l'invention dont la sequence est incluse dans la sequence 
(a4>, on citera en particulier ceux dont la sequence est incluse dans la sequence (a * 4 ) : 
(a' 4 ) CCGAAACTGT GGATGAACCT CTTTAGAGGT TCGTGGTAGG 

Parmi les oligonucleotides de l'invention, certains peuvent etre utilises pour caracteriser 
une espece ou un groupe d'especes du genre Listeria. Ce sont notamment les oligonucleotides 
definis a l'aide des sequences (bi) a (bi 5 ) et (d) a (c w ) ci-apres. 

L'invention concerne en particulier un oligonucleotide tel que defini ci-dessus, 
caracterise par le fait qu'il comporte une sequence d'au moins cinq motifs nucleotidiques 
consecutifs incluse dans une sequence comprise a Tinted eur des crochets figurant dans les 
sequences (bi) a (bi 5 ) de la Hste suivante : 
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15 



20 



(bi) AGTCTGAATA 
(b 2 ) AGTCTGAATA 
(b 3 ) AGTCTGAATA 
(b 4 ) CCGAAACTGT 
(b s ) CCGAAACTGT 
(b 6 ) CCGAAACTGT 
(b 7 ) CCGAAACTGT 



25 



GG [ GCGCAT A 1 A GTAACAGGTC 
GG [ GCGAATA ] A GTAACAGGTC 
GG [ GCGTATGA AG ] TAACAGGT 



30 



GGATGAACCT 
GGATGAACCT 
GGATGAACCT 
GG AT G AAC AT 



(bg) A [ AACGTAT ] TA CCGAAACTGT 

(b 9 ) CCGAAACTGT GGATG [ AACAT 

(bio) TGGCTGTATG 

(bn) CCAC [ GCTTAG 

(b 12 ) TGGCTGTATG 
GGGAGACAGT 

(bi 3 ) TGGCTGTATG 
GGGAGACAGT 
(b M ) [CCGCCA]CGCT TAGCGCGTGG 
(bis) TGGCTGTATG ACCATTCTAA 



ACCATTCTAA 
C) GCGTGGGGA 
ACCATTCTAA 
GTCAGG 
ACCATTCTAA 
GTCAGG 



t CTTTAGAG ] GT 
[ CTTCGGAG J GT 
ICTTATAG] AGG 
CTT [CGGATGT 
GGATGAA 
CT] TCGGATGT 
[CCCGCCAJCGC 
GACAGTGTCA 
[CCCACCA]CGC 



GTAGA 

GTAGA 

CGTAGA 

TCGTGGTAGG 

TCGTGGTAGG 

TTCGTGGTAG G 

T ] CGTGGTAGG 

TCGTGGTAGG 
T 

GG 

TTAGCGCGTG 



CCCGCCAC[GC TAAGC ] GCGTG 



GG AG AC AG T G 
CCCGCCAC IGC 



TCAGGTGGGC 
TTAG] ; 



AG 



ainsi qu'un oligonucleotide complementaire dudit oligonucleotide. 

L'invention concerne notamment un oligonucleotide tel que defini precedemment, 
caracterise par le fait que sa sequence est incluse dans l'une des sequences (d) a (c, 4 ) 
suivantes : 

(Ci) GAATAGGGCG CATAAGTAAC A 

(C 2 ) GAATAGGGCG AATAAGTAAC A 

(c 3 ) ATAGGGCGTA TGAAGTAACA 

(C 4 ) TGAACCTCTT TAGAGGTTCG TG 

(C 5 ) TGAACCTCTT CGGAGGTTCG TG 

(C 6 ) TGAACCTCTT ATAGAGGTTC G 

(C 7 ) GTGGATGAAC ATCTTCGGAT GTTCGTGGTA 

(Cg) AAACGTATTA CCGAA 

(C 9 ) ATTCTAACCC GCCACGCT 

(Cio) ATTCTAACCC ACCACGCTTA G 
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(c u ) CCACGCTTAG CGCGTGG G 

(Cu) CCGCCACGCT AAGCGCGTGG G 

(Cu) CCGCCACGCT TAGCGCGTGG G 

(Cm) TTCTAACCCG CCACGCTTAG ; 

ainsi qu'un oligonucleotide complementaire dudit nucleotide. 

Parmi les oligonucleotides de 1'invention, certains sont utiiisables comme sonde 
permettant de detecter toute bacterie du genre Listeria, Ce sont notamment les 
oligonucleotides definis a 1'aide des sequences (di) a (d 6 ) ci-apres. 

L'invention a done egalement pour objet un oligonucleotide tel que defini precedemment, 
caracterise par le fait que sa sequence est incluse dans Tune des sequences (di) a (d 6 ) 



suivantes : 






(di) 


AAGTAACAGG 


TCGTAGAC 




(d 2 ) 


TATTACCGAA 


ACTGTGGATG 


AAC 


(d 3 ) 


ACCCTGGCTG 


TATGACCATT 


CTAACCC 


<d 4 > 


AGCGCGTGGG 


G AG AC AG T 




(d 5 ) 


CAGTGTCAGG 


TGGGCAG 




(d«) 


GTTCGTGGTA 


GGAGAGCGTT * 





Pour 1'utilisation dans les techniques d'hybridation classiques, les oligonucleotides 
de Tinvention peuvent etre immobilises sur un support solide (e'est notamment le cas d'une 
sonde de capture) ou marques avec un agent traceur (sonde de detection). 

L'invention a egalement pour objet un precede de determination de la presence ou 
de l'absence d'au moins une bacterie du genre Listeria, dans un echantillon contenant ou 
susceptible de contenir des acides nucleiques d'au moins une telle bacterie, selon une methode 
dans laquelle on met en contact ledit echantillon avec au moins une sonde nucleique, puis on 
determine de fa$ on connue en soi la formation ou l'absence de formation d'un complexe 
d'hybridation entre ladite sonde et l'acide nucleique de l'echantillon, caracterise par le fait que 
ladite sonde est un oligonucleotide choisi parmi ceux qui ont ete definis precedemment. 

Pour la determination de la presence ou de l'absence d'une espece ou d'un groupe 
d'especes de bacterie du genre Listeria^ on peut utiliser comme sondes nucleiques d'une part 
une premiere sonde telle que defmie precedemment et d'autre part une sonde telle que definie 
par Tune des sequences (bj) a (bu) ou (d) a (ci 4 X etant entendu que lesdites premiere et 
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seconde sondes sont capables de s'hybrider avec des regions non chevauchantcs de 1'ARNr 23 S 
(ou son complementaire) d'une bacterie du genre Listeria. La premiere sonde est par exernple 
immobilisee sur un support solide et la seconde sonde est marquee avec un agent traceur. Pour 
determiner la presence ou 1'absence d'au moins une bacterie (quelconque) du genre Listeria, on 
5 peut utiliser comme sonde au moins un oligonucleotide tel que defini par les sequences (di) a 
(d*). 

On peut detecter la presence de certaines bacteries du genre Listeria, eventuellement 
avec une seule sonde, par exernple : 

- Listeria seeligeri : sonde incluse dans la sequence (b2>, (bn), (C2) ou (do) ; 
10 - Listeria innocua : sonde incluse dans la sequence (b^) ou (cn> , 

- Listeria ivanovii : sonde incluse dans la sequence (b 6 ) ou Xc$) ; 

- Listeria grayi et/ou Listeria murrayi (ces deux especes ne pouvant pas etre 
distinguees a 1'aide des sondes de Tinvention) : sonde incluse dans la sequence (bs), (bi), (bg), 
(b 9 ), (c 3 ), (c 7 ) ou (c 8 ). 

15 Lorsqu'on souhaite utiliser une sonde qui derive de T Annexe 1/3, en vue de la 

determination d'une espece particuliere, il convient de verifier prealablement a Taide des sondes 
(be) ou (c$) si Listeria ivanovii est presente. Dans Taffinnative, on ne peut pas utiliser une 
sonde derivee de 1' Annexe 1/3 pour la determination envisagee (car la sequence correspondant 
a T Annexe 1/3 n'a pas ete determinee pour L. ivanovii). 

20 Lorsqu*on utilise un systeme a deux sondes, on peut utiliser, pour determiner les 

bacteries qui viennent d'etre mentionnees, d'une part une sonde specifique du genre Listeria 
(incluse dans Tune des sequences (di) a (d 6 )) en combinaison avec les sequences specifiques qui 
viennent d'etre indiquees. Lorsqu'il existe plusieurs sondes specifiques de Tespece recherchee, 
on peut bien entendu utiliser la combinaison de deux telles sondes specifiques de cette espece. 

25 Pour la determination de la presence ou de Tabsence de Listeria monocytogenes, on 

utilise un systeme a deux sondes, en particulier dans un procede caracterise par le fait : 

- que Tune des sondes a une sequence incluse dans la sequence (b|), (bio), (bu) ou (bi 5 ) 
et I'autre sonde une sequence incluse dans la sequence (b 4 ), 

- ou que Tune des sondes a une sequence incluse dans la sequence (cO, (c$), (cu) ou 
30 (c ]4 ) et Tautre incluse dans la sequence (C4). 
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Les divers oligonucleotides qui ont ete definis precedemment peuvent egalement etre 
utilises comme amorces nucleotidiques pour la synthese d'un acide nucleique en presence d'une 
polymerase de fa?on connue en soi, et notamment dans des methodes d'amplification utilisant 
une telle synthese en presence d'une polymerase (PCR, RT-PCR, etc.). 
5 On peut utiliser notamment les oligonucleotides de l'invention comme amorces pour la 

transcription inverse specifique d'une sequence d'ARN ribosomique 23 S d'au moins une espece 
ou d'au moins un groupe d'especes du genre Listeria pour obtenir une sequence d'ADN 
complementaire correspondante Une telle transcription inverse peut constituer le premier 
stade d'une RT-PCR, le stade suivant etant 1'amplification par PCR de PADN complementaire 

10 obtenu. On peut egalement utiliser ces oligonucleotides comme amorces, notamment pour 
I'amplification specifique par reaction de polymerisation en chaine de la sequence d'ADNr 
complementaire d'une sequence d'ARN ribosomique 23 S d'au moins une espece ou d'au moins 
un groupe d'especes du genre Listeria. Les oligonucleotides definis precedemment peuvent 
etre egalement utilises comme sondes de therapie pour traiter les infections provoquees par au 

1 5 moins une espece ou un groupe d'especes de bacteries du genre Listeria. Ces sondes de 
therapie, capables de s'hybrider sur l'ARN ribosomique 23 S et/ou sur 1'ADN genomique 
desdites bacteries peuvent bloquer les phenomenes de traduction et/ou de transcription et/ou 
de replication. Le principe des methodes de therapie genique est connu et repose notamment 
sur I'utilisation d'une sonde correspondant a un brin anti-sens : la formation d'un hybride entre 

20 la sonde et le brin sens est capable de perturber au moins Tune des etapes du decryptage de 

l'information genetique. La formation d'un duplex entre un oligonucleotide selon ('invention et 
TARN ribosomique 23 S des bacteries-cibles est egalement susceptible de perturber la 
configuration spatiale dudit ARNr et/ou 1'association dudit ARNr avec les proteines 
constitutives du ribosome. Les sondes de therapie sont done utilisables comme medicaments 

25 antibacteriens, permettant de lutter contre les infections causees par des Listeria^ y compris 
Listeria monocytogenes. 

Les exemples suivants illustrent l'invention. 
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EXEMPLE 1 : Determination de la sequence nucleotidique des ARN ribosomique 23S 
de Listeria 

La sequence nucleotidique de l'ADN correspondant a 1'ARN ribosomique de la sous- 
unite 23 S pour les especes suivantes a ete determinee : 
5 L monocytogenes ATCC 19115 

L innocua ATCC 33090 

L. seeligeri CCUG 15330 

Brochothrix thermosphacta ATCC 11509 

Le sequencage a ete realise selon les etapes suivantes : extraction de l'ADN des 
10 souches par la methode de Sjdbring et al. (1990. Polymerase chain reaction for detection of 

Mycobacterium tuberculosis. J. Clin. Microbiol. 28 (10):2200-22d4), amplification par PCR de 
l'ADN ribosomique 23S a 1'aide d'amorces eubacteriennes definies dans les zones 
phylogeniquement conservees de ce type d'ARN Les couples de sondes eubacteriennes 
utilises, correspondant a des sequences communes a toutes les bacteries, etaient les suivants : 



15 a) 


5 ' 


TCCGAATGGG 


GAAACCC 3 ' 


positions 11 5-130 




5' 


GATCTGGGCT 


GTTTC 3 ' 


positions 988-1002 


b) 


5' 


AAGAGGGAAA 


CARCCCAGA 3 ' 


positions 982-1000 




5' 


GGAACTTACC 


CGACAAGG 3 * 


positions 1963-1982 


c) 


5 ' 


GAAATTCCTT 


GTCGGGT 3 ■ 


positions 1957-1975 


20 


5 • 


CTAGGTCTGA 


CCTATCAAT 3 ' 


positions 2864-2882 



On rappelle que R signifie : G ou A. 

Cette etape a permis 1' amplification de 3 zones d'environ lkb permettant de couvrir 
l'ensemble de la cible 23 S et qui ont ete sequencees sur chacun des 2 brins par la methode de 
terminaison de chaine sur un sequenceur Applied Biosystems ABI 360 (Sanger et al., Proc. 
25 Natl. Acad. Sci. USA, 1977. 74: 5463-5467). 

On a ensuite selectionne trois regions correspondant aux sequences nucleotidiques 
664-728, 1 188-1251 et 2209-2275 (reference a L. monocytogenes ATCC 19115; voir 
Annexes 1/3 a 3/3). 

L'ARN 23 S de ces regions a ete sequence pour diverses especes et souches de 
30 Listeria et de Brochothrix. Les resultats sont rassembles dans le tableau de sequences figurant 
en Annexe. 
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EXEMPLE 2 : Utilisation de sondes dirigees contre TARN ribosomique 23S du genre 
Listeria pour Identification specifique de Listeria monocytogenes 

On a prepare la sonde suivante (complement aire d'une sequence de la page 2/3 de 

5 I' Annexe) : 

ACGAACCTCT AAAGAG 

Cette sonde a ete utilisee comme sonde de detection dans un test d'hybridation 

sandwich. 

Une autre sonde (complementaire d'une sequence de la page 3/3 de I'Annexe) a ete 

10 preparee : 

TAAGCGTGGC GGGTTAGAAT, 
et a ete utilisee comme sonde de capture dans ce test. 

L'ARNr 23 S d'une collection de souches de Listeria et d'autres especes 
bacteriennes (voir ci-dessous) a ete testee par hybridation a l'aide de ces deux sondes : 
15 - 23 souches de L. monocytogenes , de serovars et de provenances variees 

-17 souches de L. innocua 

- 8 souches de L. seeligeri . 

- 9 souches de L. welshimeri 

- 1 6 souches de L. ivanovii 
20 - 3 souches de L. grayi 

- 4 souches de L. murrayi 

- 2 souches de Brochothrix thermosphacta 

- 1 souche de Brochothrix campesths 

- 1 souche de Bacillus subtilis 
25 - 1 souche de Bacillus cereus 

- 1 souche de Bacillus megaterium 

- 3 souches de Eiysepelothrix rhusiopathiae 

- 1 souche de Lactobacillus acidophilus 

- 2 souches de Streptococcus groupe A 
30 - 1 souche de Streptococcus groupe B 

- 1 souche de Streptococcus groupe C 
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- 1 souche de Streptococcus faecalis 

- 1 souche de Streptococcus suis 

- 1 souche de Escherichia coli 

5 L'hybridation des ARN ribosomiques d'une bacterie-cible a ete conduite selon le 

precede de detection semi-automatise decrit dans le brevet francais n° 2.663.040. La sonde de 
detection est conjuguee a la phosphatase alcaline. 

L'ARN ribosomique des souches a ete extrait selon le protocole de base pour 
l'extraction de I'ARN des bacteries Gram + decrit dans "Current Protocols in Molecular 
10 Biology" 1987, Ausubel FM et al.< Wiley interscience, New York. Dans une plaque de 
microtitration (Nunc 439454) est deposee une solution de 1 ng/ul de ('oligonucleotide de 
capture, dont l'extremite 5' est couplee avec le reactif Aminolink 2 (marque deposee, Applied 
Biosystems, Foster city , Californie) dans du PBS 3X (0 45 M NaCl ; 0. 15 M phosphate de 
sodium ; pH 7.0). La plaque est incubee 2 h a 37° C puis lavee 3 fois avec 300 ul de PBST 
15 (PBS lx, Tween 20: 0,5 %o (Merck 822184)). Le reactif Aminolink 2 permet d'ajouter a 

l'extremite 5' de la sonde un bras comportant un groupement 6-aminohexyle. ^utilisation d'une 
sonde couplee a un ligand possedant un groupement polaire (amine primaire) fixee de facon 
passive sur le support, permet d'obtenir un signal ameliore (demande FR 2.679.255). 

La cible (10 d'ARN totaux) melangee avec 40 ul de tampon PBS saumon (PBS- 
20 3X + ADN de sperme de saumon 1 0 ug/ml (Sigma D 9 1 56) est deposee dans le puits en 

presence de 50 ul d'une solution du conjugue oligonucleotide-peroxydase, constituant la sonde 
de detection, a la concentration de 0.1 ng/ul en oligonucleotide dans un tampon PBS-cheval 
(PBS 3X + 10 % serum de cheval (BioMerieux 55842)) La plaque est incubee 1 h a 37° C 
puis lavee par 3 fois avec 300 ul de tampon PBST. Dans chaque puits, on ajoute 100 ul de 
25 substrat OPD (ortho-phenylenediamine Cambridge Medical Biotechnology ref/456) a la 
concentration de 4 mg/ml dans un tampon (0,055 M acide citrique. 0,1 M 
monohydrogenophosphate de sodium. pH 4,93), auquel on ajoute extemporanement du 
peroxyde d'hydrogene a 30% dilue au 1/1000. Apres 20 min de reaction I'activite enzymatique 
est arretee par 100 ul d'acide sulfurique IN et la lecture est efFectuee a 492 nm sur un appareil 
30 Axia Microreader (AXIA) (bioMerieux). 
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Les resultats des tests effectues ont montre que la combinaison de sondes utilisee 
est specifique de L. monocytogenes, 

L'adaptation de la combinaison specifique de sondes testees sur 1' automate VIDAS 
(BIO MERIEUX-VITEK) a ete effectuee. La paroi du puits de microplaque est ici remplacee 
5 par le SPR ("Solid Phase Receptacle") (BIOMERIEUX-VITEK-USA) qui est un support 
conique realise a partir d'un materiau appele K resine (marque deposee pour un copolymere 
butadiene-styrene). Les divers reactifs sont deposes dans une barrette a plusieurs cuvettes et 
les differentes etapes se deroulent dans le SPR qui est capable d'aspirer et de refouler les 
reactifs. La reaction d'hybridation sandwich decrite dans le protocol ci-dessous se produit sur 
10 la paroi interne du cone. 

Dans un premier temps, ('oligonucleotide de capture comportant a son extremite 5* 
le ligand Aminolink 2 (Applied Biosystems-ref.400808) est fixe passivement sur la surface 
interne du SPR, a une concentration de 1 ng/pl dans un volume de 31 5 pi d'une solution de 
PBS 4x (phosphate de sodium 200 mM pH 7,0, NaCl 600 mM). Apres une nuit a temperature 
15 ambiante ou deux heures a 37°C, les cones sont laves 2 fois par une solution PBS Tween, puis 
seches sous vide 

La barrette associee a ('automate VIDAS contient dans des cuvettes les reactifs 
necessaires a la detection, c'est a dire: 

- dans le premier puits de la barrette, 10 pi de TARN extrait dans le meme tampon 
20 que pour le protocole microplaque ci-dessus 

- dans un second puits, 200 pi d'une solution a 0,1 ng/pl du conjugue de detection 
oligonucleotide-phosphatase alcaline, 

- dans un troisieme et un quatrieme puits, 600 pi de solution de lavage PBS Tween 

- et enfin une cuvette avec 250 pi de substrat MUP (methyl-4 umbelliferyl 
25 phosphate) en solution dans un tampon diethanolamine. 

Les contenus du premier et du second puits sont aspires dans le cone pretraite 
comme indique precedemment. Apres incubation 30 minutes, le cone^st lave 2 fois par une 
solution de PBS Tween et 250 pi de substrat MUP (methyl-4 umbelliferyl phosphate) sont 
aspires puis relaches dans une cuvette de lecture. L'appareil mesure le signal fluorescent 
30 exprime en URF (unites relatives de fluorescence) de la cuvette. 

Les resultats obtenus avec ce systeme sont identiques a ceux obtenus en plaque de 
microtitration. 
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EXEMPLE 3 : 

De facon analogue, on peut detecter la presence de L. imiocua a l'aide de la 
combinaison des deux sondes suivantes pour la capture et la detection, respectivement : 
1 ere sonde: GGGTTAGAAT GGTCATACAG CCAGGGT 
2eme sonde : CCACGCGCTT AGCGTGG 



EXEMPLE 4 : 

De facon analogue, on peut detecter la presence de L ivanovii a l'aide de la 
10 combinaison des deux sondes suivantes pour la capture et la detection, respectivement : 
lere sonde: TTCATCCACA GTTTCGGTAA TATGT 
2eme sonde: CGAACCTCTA TAAGAGGTTC A 
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REVENDICATIONS 

1. Oligonucleotide monocatenaire, caracterise par le fait qu'il est choisi parmi les 
oligonucleotides, ayant au moins 12 motifs nucleotidiques, dont la sequence est incluse dans 
l'une des sequences (ai) a (a w ) de la liste suivante 
(ai) GGAGCCGTAG CGAAAGCGAG 

AGACCCGAAA CCAGG 
(a 2 ) GGAGCCGTAG CGAAAGCGAG 

AGACCCGAAA CCAGG 
(a 3 ) GGAGCCGTAG CGAAAGCGAG 

TAGACCCGAA ACCAGG 
(a 4 ) CCGAAACTGT GGATGAACCT 

AAGG 

(as) AAACATATTA CCGAAACTGT 

AGAGCGTTCT AAGG 
(ae) AAACATATTA CCGAAACTGT 

GAGAGCGTTC TAAGG 
(a 7 ) AAACGTATTA CCGAAACTGT 

AGAGCGTTCT AAGG 
(a 8 ) ACCCTGGCTG TATGACCATT 

CAGTGTCAGG TGGGCAG 
(a 9 ) ACCCTGGCTG TATGACCATT 

CAGTGTCAGG TGGGCAG 
(a w ) ACCCTGGCTG TATGACCATT 

CAGTGTCAGG TGGGCAG ; 
ainsi qu'un oligonucleotide complementaire dudit oligonucleotide. 

2. Oligonucleotide selon la revendication 1. caracterise par le fait qu'il comporte une 
sequence d'au moins cinq motifs nucleotidiques consecutifs incluse dans une sequence 
comprise a 1'interieur des crochets figurant dans les sequences (b,) a (b l5 ) de la liste suivante 
(b,) AGTCTGAATA GG [ GCGCAT A ] A GTAACAGGTC GTAGA 

(b 2 ) AGTCTGAATA GG [ GCGAAT A ] A GTAACAGGTC GTAGA 

(bj) AGTCTGAATA GG [GCGTATGA AG ] TAACAGGT CGTAGA 

(b 4 ) CCGAAACTGT GGATGAACCT [CTTTAGAG] GT TCGTGGTAGG 



TCTGAATAGG GCGCATAAGT AACAGGTCGT 
TCTGAATAGG GCGAATAAGT AACAGGTCGT 
TCTGAATAGG GCGTATGAAG TAACAGGTCG 
CTTTAGAGGT TCGTGGTAGG AGAGCGTTCT 
GGATGAACCT CTTCGGAGGT TCGTGGTAGG 
GGATGAACCT C T TAT AG AG G TTCGTGGTAG 
GGATGAACAT CTTCGGATGT TCGTGGTAGG 
CTAACCCGCC ACGCTTAGCG CGTGGGGAGA 
CTAACCCACC ACGCTTAGCG CGTGGGGAGA 
CTAACCCGCC ACGCTAAGCG CGTGGGGAGA 
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(b s ) 


CCGAAACTGT 


GGATGAACCT 


[ CTTCGGAG ] GT 


TCGTGGTAGG 


(b 6 ) 


CCGAAACTGT 


GGATGAACCT 


[CTTATAG] AGG 


TTCGTGGTAG 


(b 7 ) 


CCGAAACTGT 


GGATGAACAT 


CTT [CGGATGT 


T ] CGTGGTAGG 


(b g ) 


A [AACGTAT] TA 


CCGAAACTGT 


GGATGAA 




(b 9 ) CCGAAACTGT 


GGATG [AACAT 


CT] TCGGATGT 


TCGTGGTAGG 


(bio) 


TGGCTGTATG 


ACCATTCTAA 


[CCCGCCAJCGC 


T 


(bn) CCAC [GCTTAG 


C ] GCGTGGGGA 


GACAGTGTCA 


GG 


(bi 2 ) 


TGGCTGTATG 


ACCATTCTAA 


[CCCACCAJCGC 


TTAGCGCGTG 




GGGAGACAGT 


GTCAGG 






(b, 3 ) 


TGGCTGTATG 


ACCATTCTAA 


CCCGCCAC[GC 


TAAGC ] GCGTG 




GGGAGACAGT 


GTCAGG 






(bu) 


[CCGCCAJCGCT 


TAGCGCGTGG 


GGAGACAGTG 


TCAGGTGGGC 


(bi S ) 


TGGCTGTATG 


ACCATTCTAA 


CCCGCCAC ( GC 


TTAG ] ; 



ainsi qu'un oligonucleotide complementaire dudit oligonucleotide. 
15 3. Oligonucleotide selon la revendication 1 ou 2, caracterise par le fait que sa sequence 

est incluse dans Tune des sequences (ci) a (cu) suivantes : 

(Ci) GAATAGGGCG CATAAGTAAC A 

(c 2 ) GAATAGGGCG AATAAGTAAC A 

(c 3 ) ATAGGGCGTA TGAAGTAACA 
20 (c 4 ) TGAACCTCTT TAGAGGTTCG TG 

(c 5 ) TGAACCTCTT CGGAGGTTCG TG 

(C6) TGAACCTCTT ATAGAGGTTC G 

(c 7 ) GTGGATGAAC ATCTTCGGAT GTTCGTGGTA 

(C 8 ) AAACGTATTA CCGAA 
25 (c 9 ) ATTCTAACCC GCCACGCT 

(Cio) ATTCTAACCC ACCACGCTTA G 

(Cn) CCACGCTTAG CGCGTGG G 

(Ci 2 ) CCGCCACGCT AAGCGCGTGG G 

(c u ) CCGCCACGCT TAGCGCGTGG G 
30 (c 14 ) TTCTAACCCG CCACGCTTAG ; 

ainsi qu'un oligonucleotide complementaire dudit nucleotide 
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4. Oligonucleotide selon la revendication 1, caracterise par le fait que sa sequence est 
incluse dans l'une des sequences (d») a (d 6 ) suivantes : 
(dO AAGTAACAGG TCGTAGAC 
(d2) TATTACCGAA ACTGTGGATG AAC 
5 (d 3 ) ACCCTGGCTG TATGACCATT CTAACCC 
(d4) AGCGCGTGGG G AG AC AG T 
(ds) CAGTGTCAGG TGGGCAG 
(d 6 ) GTTCGTGGTA GGAGAGCGTT ; 

ainsi qu'un oligonucleotide complementaire dudit oligonucleotide. 
10 5. Oligonucleotide selon l'une quelconque des revendications precedentes, caracterise 

par le fait qu'il est immobilise sur un support solide. 

6. Oligonucleotide selon l'une quelconque des revendications 1 a 4. caracterise par le 
fait qu'il est marque avec un agent traceur. 

7. Procede de determination de la presence ou de l'absence d'au moins une bacterie du 
1 5 genre Listeria, dans un echantillon contenant ou susceptible de contenir des acides nucleiques 

d'au moins une telle bacterie, selon une methode dans laquelle on met en contact ledit 
echantillon avec au moins une sonde nucleique, puis on determine de facon connue en soi la 
formation ou l'absence de formation d'un complexe d'hybridation entre ladite sonde et I'acide 
nucleique de I'echantillon, caracterise par le fait que ladite sonde est un oligonucleotide choisi 
20 parmi ceux qui sont definis dans l'une quelconque des revendications 1 a 6 

8. Procede selon la revendication 7, pour la determination de la presence ou l'absence 
d'une espece ou d'un groupe d'especes de bacteries du genre Listeria, caracterise par le fait que 
I'on utilise comme sondes nucleiques d'une part une premiere sonde telle que definie dans l'une 
quelconque des revendications 1 a 4 et d'autre part une seconde sonde telle que definie dans la 

25 revendication 2 ou 3, etant entendu que lesdites premiere et seconde sondes sont capables de 
s'hybrider avec des regions non chevauchantes de l'ARNr 23S (ou son complementaire) d'une 

bacterie du genre Listeria. 

9. Procede selon la revendication precedents caracterise par le fait que I'on utilise 
ladite premiere sonde est telle que definie dans la revendication 5 et ladite deuxieme sonde est 

30 telle que definie dans la revendication 6 

10. Procede selon l'une quelconque des revendications 7 a 9, pour la determination de 
la presence d'au moins une bacterie quelconque du genre Listeria, ou de l'absence d'une telle 
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bacterie, caracterise par le fait que Ton utilise comme sonde un oligonucleotide tel que defini 
dans la revendication 4. 

1 1 . Procede selon l'une quelconque des revendications 7 a 9, pour la determination de 
la presence ou de l'absence de Listeria seeligeri, caracterise par le fait que Ton utilise une 

5 sonde telle que definie dans la revendication 2, incluse dans la sequence (b 2 ) ou (bi 2 ), ou telle 
que definie dans la revendication 3, incluse dans la sequence (C2) ou (ciq). 

12. Procede selon Tune quelconque des revendications 7 a 9, pour la determination de 
la presence ou de l'absence de Listeria innocua^ caracterise par le fait que Ton utilise une sonde 
telle que definie dans la revendication 2, incluse dans la sequence (bj;), ou telle que definie 

10 dans la revendication 3, incluse dans la sequence (C12) 

13. Procede selon Tune quelconque des revendications 7 a 9, pour la determination de 
la presence ou de l'absence de Listeria ivanovii, caracterise par le fait que Ton utilise une sonde 
telle que definie dans la revendication 2, incluse dans la sequence (b6>, ou telle que definie dans 
la revendication 3, incluse dans la sequence (Co). 

15 14. Procede selon Tune quelconque des revendications 7 a 9, pour la determination de 

la presence ou de l'absence de Listeria grayi et/ou Listeria nwrrayi, caracterise par le fait que 
Ton utilise une sonde telle que definie dans la revendication 2, incluse dans la sequence (b3), 
(b7>, (bg) ou (b<>), ou telle que definie dans la revendication 3, incluse dans la sequence (C3), (C7) 
ou (c 8 ). 

20 1 5. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 1 a 14, caracterise par le fait 

que Ton utilise ladite sonde en combinaison avec une sonde telle que definie dans la 
revendication 4 

16. Procede selon revendication 8, pour la determination de la presence ou de l'absence 
de Listeria monocytogenes, caracterise par le fait : 
25 - que Tune des sondes est telle que definie dans la revendication 2, incluse dans la 

sequence (b|), (bio), (bu) ou (bis), et l'autre sonde est telle que definie dans la revendication 2, 
incluse dans la sequence (b 4 )> 

- ou que l'une des sondes est telle que definie dans la revendication 3, incluse dans la 
sequence (ci), (C9), (cis) ou (c u ), et l'autre sonde est telle que definie dans la revendication 3, 
30 incluse dans la sequence (C4) 
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17. Utilisation comme amorce nucleotidique pour la synthese d'un acide nucleique en 
presence d'une polymerase, d'un oligonucleotide tel que defini dans I'une quelconque des 
revendications 1 a 4. 

18. Sonde de therapie, caracterisee par le fait qu'elle comprend un oligonucleotide tel 
que defini dans l'une quelconque des revendications 1 a 4. 
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